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Razvoj metode za določevanje β-blokerjev z GC-MS   
Povzetek: 
β-blokerji so zdravilne učinkovine, ki se uporabljajo za zdravljenje srčne aritmije, srčnega 
popuščanja in v redkih primerih za zdravljenje hipertenzije. V magistrski nalogi je 
predstavljena metoda za določevanje β-blokerjev z GC-MS analizno tehniko. Priprava 
vzorca je potekala brez derivatizacije, z ekstrakcijo na trdno fazo in s primerjavo različnih 
ekstrakcijskih kolon. Za preliminarne analize sem pripravil raztopine ( = 50 mg/L 
učinkovine) tablet v acetonitrilu, ki so vsebovale enega od sledečih beta blokerjev: 
atenolol, bisoprolol, karvedilol, metoprolol in propranolol. Na podlagi preliminarnih 
analiz sem v nadaljevanju pripravil umeritvene krivulje z raztopljenimi standardi v 
acetonitrilu (bisoprolol, metoprolol in propranolol), v območju od 5 do 25 mg/L. 
Določeval sem jih kot osnovne spojine ali njihove adukte ter na dva načina snemanja 
(TIC ali SIM). Pri optimizaciji SPE ekstrakcije sem uporabljal različne kolone (LC-18, 
DSC-18, OASIS HLB, X-C in X-CW). Prav tako sem primerjal ekstrakcijo iste raztopine 
pod različnimi pogoji, s spremenjenim pH ali z dodajanjem NaCl. Ločeno sem pripravil 
umeritvene krivulje s standardi v urinskem ekstraktu, v enakem koncentracijskem 
območju. Pri pripravi treh končnih urinskih vzorcev (0,15; 0,2 in 0,4 mg/L) sem kot topilo 
uporabil urin. Tekom eksperimentalnega dela sem preveril še prebojni volumen SPE 
kolone, ponovljivost ekstrakcije in primerjal umeritvene krivulje standardov, raztopljenih 
v acetonitrilu ali v urinskem ekstraktu. S končno metodo sem lahko uspešno določil 
bisoprolol, metoprolol in propranolol s koncentracijo vsaj 0,2 mg/L, najvišje izkoristke 
ekstrakcije osnovnih raztopin (urin) pa sem izračunal pri določanju v TIC načinu 
snemanja, in sicer: (85,0 ± 2,4) % za metoprolol, za propranolol (90,1 ± 6,0) % in (59,4 
± 8,3) % za bisoprolol. 
Ključne besede: beta blokerji, GC-MS, SPE ekstrakcija, urinski vzorci  
  
  
Development of a GC-MS method for determination of β-blockers  
Abstract:  
β-blockers are active pharmaceutical compounds used for treating heart arrhythmia, as a 
precaution against heart failure, and as well for treating hypertension. As part of my 
master's degree thesis I developed a GC-MS method for determination of β-blockers. 
Sample preparation is based on solid-phase extraction without any derivatization needed. 
It includes a comparison of different solid-phase extraction cartridges. Solutions in 
concentration of 50 mg/L were used for preliminary analyses. Pharmaceutical tablets, 
containing different beta blockers (atenolol, bisoprolol, carvedilol, metoprolol, and 
propranolol), were dissolved in acetonitrile. Standard solutions in acetonitrile (bisoprolol, 
metoprolol and propranolol) for calibration curves (5–25 mg/L) were prepared from solid 
standards, based on the results of preliminary analyses. Analytes were determined either 
unchanged or as adducts, and mass spectrometry was used in both modes, using total ion 
current and selected-ion monitoring as well. During solid-phase extraciton method 
optimization, different cartridges were used (LC-18, DSC-18, OASIS HLB, X-C, and X-
CW), also aqueous solutions of beta blockers with different pH or added NaCl, were used 
to compare the solid-phase extraction recovery. Method development began with 
standard solutions of beta blockers (in acetonitrile) and was then applied on urine samples 
(0.15; 0,2 and 0.4 mg/L). New calibration curves (5–25 mg/L), were prepared by using 
urine extract as solvent. Additionally, breakthrough volume, repeatability, and suitability 
of different calibration approaches (beta blockers in acetonitrile or urine extract) for urine 
samples was also tested. This method was successfully used to determine bisoprolol, 
metoprolol, and propranolol, in concentraction at least 0.2 mg/L. The following best 
extraction recoveries were calculated from the determination in TIC mode: (85.0 ± 2.4) 
% for metoprolol, (90.1 ± 6.0) % for propranolol, and (59.4 ± 8.3) % for bisoprolol. 
Keywords:  beta blockers, GC-MS, SPE, urine samples
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACN acetonitril 
EI elektronska ionizacija 
ELISA Encimska imunosorpcijska preiskava (angl. Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) 
GC-MS plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
I  ionska moč 
LC-MS tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
LLE  ekstrakcija tekoče-tekoče (angl. liquid-liquid extraction) 
m/z  razmerje masa-naboj 
MF  mobilna faza 
RSD  relativni standardni odmik 
tR   retencijski čas 
SF  stacionarna faza 
SIM  analiza z izbranimi ioni (angl. selected-ion monitoring) 
SPE  ekstrakcija na trdno fazo (angl. solid-phase extraction) 
TIC  polni ionski tok (angl. total ion current) 













1.1 Uporaba in lastnosti β-blokerjev 
 
β-blokerji (v nadaljevanju beta blokerji) so zdravilne učinkovine, ki se uporabljajo za 
zdravljenje srčne aritmije, srčnega popuščanja in v redkih primerih za zdravljenje 
hipertenzije. Prepoznamo jih lahko po končnici -lol. Primeri: atenolol, bisoprolol, 
karvedilol, labetalol, metoprolol, propranolol.  
So kompetitivni antagonisti, ki se vežejo na specifičen receptor samo z namenom, da ga 
zasedejo [1]. Kot prvo klinično zdravilo so v 60. letih 20. stoletja začeli uporabljati 
propranolol za zdravljenje bolečine prsnega koša (angina pektoris) [2]. Danes poznamo 
različna zdravila, ki so kot preventiva predpisana pacientom, ki so že doživeli srčni 
infarkt. Do boljšega delovanja srca ob uživanju beta blokerjev pride zaradi izboljšane 
presnove srčnomišičnih celic in upočasnjenega srčnega utripa [3]. Zaradi slednje lastnosti 
velja omeniti, da so beta blokerji prepovedani v določenih športnih panogah [4]. 
Beta blokerji delujejo tako, da se vežejo na beta adrenergične receptorje in s tem 
preprečijo vezavo bioaktivnih snovi (adrenalina in noradrenalina). Ti receptorji so del 
simpatičnega živčevja, ki nadzoruje »fight or flight« odziv. Poznamo tri različne beta 
adrenoreceptorje, β1, β2 in β3. To so z G-proteini zviti receptorji, ki so tarča 
kateholaminov (adrenalin, noradrenalin) [5]. β1 adrenoreceptorji se nahajajo v srcu in 
ledvicah, β2 se najštevilčneje nahajajo v pljučih, v maščobnih celicah pa najdemo β3 
adrenoreceptorje. Nekatera do sedaj uveljavljena zdravila delujejo na vse vrste 
adrenoreceptorjev, druga selektivno na točno določene beta receptorje. Njihov glavni 
namen je onemogočiti telesu, da pride do stresnega odziva, z zasedbo vezavnega mesta 
na beta adrenoreceptorju za adrenalin in druge stresne hormone [6]. 
Neselektivni beta blokerji so npr.: bunolol, nadolol, timilol in propranolol, ki se vežejo 
na β1 in β2 adrenoreceptorje. Med selektivne antagoniste sodijo atenolol, bisoprolol in 
metoprolol, ki imajo večjo afiniteto do β1 adrenoreceptorjev. Slednje beta blokerje 
predpišejo astmatikom ali diabetikom, ker bi ob vezavi na β2 adrenoreceptorje lahko 
prišlo do nezaželjenih stranskih učinkov. Beta blokerji so sestavljeni iz aromatskega ali 
heteroaromatskega obroča, povezanega s kisikovim atomom in propanolom, na katerega 
je vezan še sekundarni amin [7]. Splošna struktura beta blokerjev je prikazana na Sliki 1, 








Slika 1: Splošna struktura beta blokerjev. (Narisano s programom ChemDraw 
Professional) 
 
Slika 2: Struktura analiziranih beta blokerjev. (Narisano s programom ChemDraw 
Professional) 
  




V Tabeli 1 so izbrana zdravila beta blokerjev, ki so prisotna na slovenskem trgu. 
Tabela 1: Zdravila, ki vsebujejo beta bloker in so prisotna na slovenskem trgu. 
Ime zdravila β-blokerji Proizvajalec 




Tenormin  Atenolol AstraZeneca 
Coryol Karvedilol Krka, d.d. 
Bloxan Metoprolol Krka, d.d. 
 
1.2 Plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (GC-
MS) 
 
Za ločbo več komponent v vzorcu se uporabljajo kromatografske analizne tehnike. 
Plinska kromatografija za ločbo uporablja inerten plin kot mobilno fazo, ki vzorec prenaša 
skozi kromatografsko kolono. V koloni je stacionarna faza, ki poskrbi za ločbo analitov. 
Do ločbe pride zaradi različno močne interakcije med analitom in stacionarno fazo. Na 
retencijo oziroma čas zadrževanja analita na stacionarni fazi vplivajo funkcionalne 
skupine, hlapnost komponent, polarnost, dolžina kolone, temperatura. Sklopitev plinske 
kromatografije z masno spektrometrijo omogoča analizo kompleksnejših vzorcev. 
Glavna prednost GC-MS sklopitve je identifikacija ločenih analitov [8]. Z GC-MS 
tehniko lahko ločimo in identificiramo termično obstojne in dovolj hlapne spojine.  
GC-MS je primerna analizna tehnika za beta blokerje zaradi visoke občutljivosti in 
selektivnosti [9]. Slabost je premajhna hlapnost nekaterih beta blokerjev. Večina analiz 
beta blokerjev z GC-MS tehniko poteka s predhodno derivatizacijo zaradi slabše 
hlapnosti in obstojnosti teh analitov pri višjih temperaturah [9, 10, 11, 12].  
  



















Atenolol 266,34 3,89*10-8 9,60 72 2 g/kg 0,1–1 mg/L 
Bisoprolol 325,44 1,27*10-6 9,27 72 730 mg/kg 0,01–0,1 mg/L 
Metoprolol 267,36 3,87*10-5 9,68 72 3–4,6 g/kg 0,035–0,5 mg/L 
Propranolol 259,34 / 9,42 72 565 mg/kg 0,02–0,3 mg/L 
Karvedilol 406,47 7,87*10-12 8,74 196 / 0,02–0,15 mg/L 
 
Višji kot je parni tlak, nižja je temperatura vrelišča (Tv), krajši bo retencijski čas analita. 
Za pripravo raztopin uporabljamo topila z nižjo Tv, da lahko hitro odhlapijo in ne 
predstavljajo interference pri ločbi. Glede na podatke (Tabela 2), se bo najprej eluiral 
metoprolol, nato bisoprolol in atenolol, na koncu še karvedilol. Ob predpostavki, da ločba 
uspešno poteče z enakim temperaturnim programom in da so analiti dovolj hlapni. 
Podobna polarnost stacionarne faze in analita vodi do daljših retencijskih časov zaradi 
močne interakcije med stacionarno fazo in analitom [17]. Beta blokerji so polarne 
molekule, kar pomeni, da bodo za ločbo primerne šibko polarne kolone, npr. HP-5, DB-
5 ali RTX-5 [9, 10, 11]. 
1.2.1 Določanje beta blokerjev z GC-MS 
Določanje beta blokerjev z GC-MS v urinskih vzorcih poteka s predhodno derivatizacijo 
(Poglavje 1.3.2). Kot nosilni plin se uporablja He pri različnih pretokih od 1 do 2 mL/min. 
Ločba poteka na HP-5 MS kromatografski koloni (30 m x 0,25 mm, 0,25 µm) [11, 10] ali 
na koloni RTX-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 µm) [9]. Zgornja temperatura segrevanja je 300 
°C. Hitrost segrevanja je od 4 oC/min [9] do 20 °C/min [10]. Injiciranje 1–2 µL poteka v 
»split« (10:1) [12] ali »splitless« načinu, [11] s pregledovanjem masnega območja 50–
850 m/z in hitrostjo 0,99 scans/s. EI deluje pri 70 eV.  
 
1.2.2 Elektronska ionizacija (EI) 
Elektronska ionizacija spada med »trde« ionizacijske tehnike, ki povzročijo več 
fragmentacije. Posledično so vrhovi za molekulske ione manj intenzivni. Primerna je za 
ionizacijo analitov v plinskem agregatnem stanju, s čimer je omejena na hlapne in 
termično obstojne spojine [8].  




Ionski izvir pri segrevanju odda elektrone iz žareče nitke. Ti so v ionizacijskem prostoru 
(v vakuumu, zaradi daljše proste poti elektronov) usmerjeni in pospešeni proti anodi. Pri 
GC-MS sklopitvi analit po kromatografski ločbi pride v ionski izvir masnega 
spektrometra. Ob hitrem preletu elektronov mimo molekul nevtralnih analitov pride do 
spremembe lokalnega elektrostatskega polja molekule. To vodi do ionizacije molekule, 
ker pride do izgube elektrona iz HOMO molekulske orbitale atoma v molekuli analita. 
Nastane radikal kation. Vrstni red izgube elektrona je: nevezni elektronski par >   vez > 
σ vez. To ustreza energijam HOMO molekulskih orbital [8, 18].  
Kation radikali so po nastanku elektrostatsko odstranjeni iz ionskega izvira in v 
nadaljevanju s pomočjo elektrostatskih leč usmerjeni proti masnemu analizatorju in 
detektorju [19].  
1.2.3 Polni ionski tok (Total ion current, TIC) in Spremljanje izbranih ionov  
(Selected-ion monitoring, SIM) 
Polni ionski tok ali TIC omogoča pregledovanje širšega območja m/z. Pri takšnem načinu 
snemanja je čas zadrževanja detektorja pri vsakem m/z manjši, kot če za čas analize 
opazujemo izbrane ione (SIM). Prednost SIM načina je nižja meja zaznave. Razmerje 
med signalom in šumom se izboljša, ker lahko dalj časa opazujemo izbrane ione. Tako 
dobimo tudi večjo intenziteto signala, vendar je detekcija manj specifična. Pri TIC načinu 
dobimo vrhove v masnem spektru v celotnem opazovanem območju. S primerjavo v 
masni knjižici spektrov lahko ugotovimo, če gre v kromatografskem vrhu za željen analit 
ali imamo prisotne še druge koeluirane spojine, kljub predhodnemu čiščenju vzorca 
oziroma ekstrakciji.  To pri SIM načinu ni možno, saj v masnem spektru vidimo vrh samo 
za izbran ion. Če imamo na voljo inštrument z visoko ločljivostjo (angl. high resolution 
instrument), lahko izbrani ion opazujemo pri bolj natančni m/z vrednosti, npr. pri 72,123 
namesto pri 72 m/z. 
Najbolj primerna rešitev je kombinacija obeh načinov. S polnim ionskim tokom 
ugotovimo, kateri signali, značilni za naš analit, imajo največjo intenziteto. Te nato 
opazujemo pri SIM načinu. Pri analizi beta blokerjev (Tabela 3), je šlo za izbiro treh 
karakterističnih ionov za identifikacijo, za kvantifikacijo pa so izbrali samo enega [12]. 
  




Tabela 3: Ioni za analizo v SIM načinu [12].  
Beta blokerji Izbrani ioni m/z 
Bisoprolol 144, 260, 454 
Metoprolol 144, 260, 396 
Pindolol 204, 260, 464 
Sotalol 250, 344, 473 
 
Izbrani ioni v Tabeli 3 se nanašajo na derivatizirane beta blokerje. Na podlagi 
predvidenega TIC masnega spektra nederivatiziranega metoprolola bi za SIM analizo 
izbrali 72, 102 in 252 m/z ione [20]. 
1.3 Priprava vzorca 
 
Primerna priprava vzorca pred kromatografsko ločbo je zelo pomembna za določanje 
zdravilnih učinkovin in njihovih metabolitov v različnih bioloških matricah, npr.: v krvi, 
plazmi, urinu, slini, likvorju. Pri pripravi vzorca želimo odstraniti neželjene komponente 
iz vzorca in hkrati skoncentrirati vzorec. Ekstrakcija tekoče-tekoče (LLE) in ekstrakcija 
na trdno fazo (SPE) predstavljata najpogosteje uporabljeni tehniki za pripravo vzorca pri 
analizi zdravilnih učinkovin in njihovih metabolitov. Pri plinski kromatografiji je 
pomembna hlapnost topila, zato LLE ali SPE ekstrakcije med drugim uporabimo tudi 
zaradi zamenjave topila. Npr. analit, ki je v vzorcu z vodno fazo, ekstrahiramo v hlapno 
topilo. Glavni razlog za uporabo ekstrakcijske tehnike je predvsem predkoncentracija, ko 
je koncentracija analita v vzorcu premajhna in je pod mejo zaznave inštrumenta, pa tudi 
predhodno čiščenje vzorca. To pomeni, da z ekstrakcijo ločimo analit od interferenc 
oziroma molekul, ki bi lahko motile kromatografsko ločbo. S primerno pripravo vzorca 
hkrati tudi podaljšamo življenjsko dobo kromatografske kolone in inštrumenta. 
S spreminjanjem pH vodne faze dosežemo bolj učinkovito ekstrakcijo nekaterih analitov 
v organsko fazo. Organska topila imajo različno polarnost, izbira je odvisna od kemijskih 
lastnosti analita. Pomembno je, da pri LLE uporabimo topila, ki se ne mešajo z vodo, da 
pride do ločitve vodne in organske faze. Analit se v neionizirani obliki prenese v organsko 
fazo [21].  




Če je vsebnost analita v vzorcu majhna, je potrebno postopek večkrat ponoviti. Ena 
ekstrakcija je nezadostna za ločbo analita in interferenc. S to tehniko porabimo večjo 
količino organskih topil, ker je pri ekstrakciji potrebno videti mejo med fazama. Slaba 
lastnost LLE je možnost nastanka emulzije. Prav tako je večina organskih topil zdravju 
škodljiva in vnetljiva. 
SPE tehnika za pripravo vzorcev temelji na principih tekočinske kromatografije. Sistem 
za SPE ločbo je sestavljen iz kolone, ki vsebuje stacionarno fazo (SF), preko katere nato 
teče vzorec. Stacionarno fazo sestavljajo polimeri ali modificiran SiO2. Vrsta SF je 
odvisna od analita, ki ga želimo ekstrahirati. Ekstrahiramo lahko nepolarne ali polarne 
analite, možna je tudi kationska ali anionska izmenjava. Pri SPE tehniki gre za 
izkoriščanje različne afiniteta za vezavo analita na SF, ki mora biti večja od afinitete 
interferenc, da pride do uspešne ločbe. Postopek je sestavljen iz štirih korakov (Slika 3). 
Najprej se stacionarno fazo na interakcijo z analitom pripravi s kondicioniranjem. V 
drugem koraku sledi nanos vzorca na SF. Sledi izpiranje nezaželenih komponent in 
možnih interferenc. V zadnjem koraku pride do elucije analita. Fizikalne in kemijske 
lastnosti analita določijo, kakšna stacionarna faza je primerna za ekstrakcijo posameznega 
analita. Na izkoristek ekstrakcije lahko vplivamo s pretokom mobilne faze (MF) tako 
vzorca, kot elucijske tekočine. Neioniziran analit interagira z nepolarno stacionarno fazo, 
največkrat je to faza C18. C-H vezi analita interagirajo s C-H vezmi stacionarne faze.  
 
Slika 3: Ekstrakcija na trdno fazo [22].  




Stacionarna faza pri SPE tehniki zamenjuje uporabo organskega topila pri LLE tehniki, 
razlika je v agregatnem stanju. Pri ekstrakciji na trdno fazo porabimo manjši volumen 
topila in lažje nadzorujemo ekstrakcijo. Na intramolekularne sile, ki so pomembne pri 
retenciji analita na stacionarni fazi, lahko vplivamo s pH vzorca ali različnim pretokom, 
tipom in pH elucijske tekočine. Pri obeh tehnikah pa lahko eluat na koncu odparimo do 
suhega, zaradi predkoncentriranja. Dodatna prednost SPE tehnike je možnost 
avtomatizirane analize [23]. 
1.3.1 Ekstrakcija beta blokerjev na trdno fazo 
Beta blokerji so bazični glede na vrednosti pKa. Pri nevtralnem pH so večinoma v 
ionizirani obliki. Ekstrakcija na koloni z nepolarno fazo C18 bo potekala z večjim 
izkoristkom, če bodo analiti v neionizirani obliki (Slika 4). pKa vrednosti beta blokerjev 
so med 9,2 in 9,7 (Tabela 2). Izkoristek ekstrakcije beta blokerjev je večji iz bazičnega in 
majhen iz kislega vzorca. Upoštevati pa je potrebno obstojnost stacionarne faze pri 
bazičnem pH [24]. 
 
 
Slika 4: Odvisnost izkoristka ekstrakcije beta blokerjev od pH [24]. 
Ionsko-izmenjevalna SPE se uporablja za ekstrakcijo analitov, ki imajo pozitivno ali 
negativno nabite funkcionalne skupine. Kationske SPE kolone imajo SF sestavljeno iz 
polimerov, ki imajo na površini negativno nabite funkcionalne skupine. Na SF se 
elektrostatsko vežejo pozitivno nabiti analiti (kationi). Ionsko-izmenjevalne SPE kolone 
ločimo še na močne ali šibke izmenjevalce, odvisno od vrste funkcionalne skupine, 
vezane na stacionarni fazi. Močni kationski izmenjevalci imajo na površino SF vezano 
sulfonsko kislino, ki je ionizirana v celotnem pH območju. Šibki kationski izmenjevalci 




pa imajo vezano karboksilno kislino, ki je negativno nabita pri višjem pH in neionizirana 
pri nižjem.  
Za uspešno vezavo z ionsko izmenjavo je potrebna priprava raztopine vzorca, ki ima čim 
nižjo ionsko moč in pH, pri katerem so analiti v nabiti obliki. Za kationsko izmenjavo to 
pomeni dve enoti pod pKa vrednostjo analita. Analit je takrat 99 % ioniziran (Slika 5).  
 
Slika 5: Delež neionizirane oblike analita pri spremembi pH raztopine bazične molekule 
[25]. 
Funkcionalne skupine ionsko-izmenjalne SF, ki interagirajo z analitom pred ekstrakcijo, 
nabijemo v 1. fazi priprave kolone, med kondicioniranjem (Slika 3). 
Ionsko-izmenjevalna kinetika je počasnejša kot pri drugih SPE tehnikah (npr. C18), zato 
mora biti pretok vzorca skozi kolono manjši, da ima analit čas za interakcijo. Priporočen 
pretok raztopine analita je manjši od 1 mL/min pri kolonah s 100 mg polnila. Elucija 
lahko poteče na dva načina. Prvi način je spiranje analita z uporabo pufra, ki ima veliko 
ionsko moč. Ioni v pufru bodo prisotni v veliko večji koncentraciji in bodo tako 
postopoma izpodrinili analit. Pri drugem načinu do elucije analita pride, ko kolono 
speremo z raztopino, ki vsebuje bazo ali kislino. Na ta način spremenimo pH, ki 
nevtralizira ali analit ali funkcionalne skupine na površini SF [26].   
Pri SPE na stacionarni fazi Oasis HLB so kot mobilno fazo uporabili metanol : mravljično 
kislino (v volumskem razmerju 9:1) in vodo. Analite so eluirali z raztopino  




t-butilmetil eter : metanol : mravljična kislina (v volumskem razmerju 4,5:4,5:1), sledilo 
je koncentriranje pod vakuumom [11]. 
Spremembo ionske moči so izvedli tako, da so reakcijsko mešanico nasitili z NaCl in nato 
ekstrahirali z 3 mL dietil etra in z 2 mL etil acetata v tem zaporedju. Topilo so odparili 
pod tokom dušika pri 40 oC. Katero SPE kolono so uporabili, ni bilo navedeno [12].  
1.3.2 Derivatizacija 
 
Derivatizacija beta blokerjev poteka na hidroksilni in sekundarni aminski skupini (Slika 
6). 
 
Slika 6: Hidroksilna in aminska funkcionalna skupina beta blokerjev. 
 Z vezavo zaščitnih skupin pride do nastanka hlapnih in nepolarnih derivatov, ki so 
primernejši za GC-MS analizo. Za derivatizacijo se uporablja različne reagente, npr.: N-
metil-N-(trimetilsilil)trifluroacetamid (MSTFA), trimetilslil zaščitna skupina (TMS), 
N,O-bis(trimetilsilil)trifluroacetamid zaščitna skupina (BSTFA), klorotrimetilsilil 
zaščitna skupina (TMCS), tert-butildimetilsilil zaščina skupina (TBDMS), tert-
butiloksikarbonilna zaščitna skupina N-BOC. Trimetilsililne (–SiMe3) skupine zaščitijo 
hidroksi funkcionalne skupine, tert-butiloksikarbonilna skupina  (N-BOC) pa poskrbi za 
zaščito sekundarnih aminskih funkcionalnih skupin [9, 10, 11, 12]. Slabost derivatizacije 
analitov je njen izkoristek in podaljšan postopek priprave vzorcev ter povečana količina 
organskih topil, potrebnih za uspešno izvedbo. Prednost derivatizacije analita za SIM 
način snemanja je v tem, da z vezavo zaščitnih skupin dobimo še druge m/z signale z 
veliko intenziteto. Potrebno pa je upoštevati izkoristek derivatizacije, ne glede na način 
snemanja.  
Derivatizacija beta blokerjev v urinu poteka na različne načine. Reakcije potekajo ločeno 
za zaščito hidroksidnih in aminskih funkcionalnih skupin. Primer derivatizacije z 
mešanico (v volumskem razmerju 1:1) 99 % BSTFA + 1 % TMCS in etil acetata. Reakcija 
je potekala 30 min pri temperaturi 60 oC [9]. 




V primeru derivatizacije atenolola je reakcija bila izvedena z uporabo N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluroacetamida (MSTFA). Derivatizacija je potekala pri različnih pogojih, 
da bi dobili čim večji izkoristek. Uporabili so različna topila in spreminjali čas reakcije 
ter temperaturo reakcije [10]. 
Derivatizacijo beta blokerjev z uporabo MSTFA ali BSTFA (1 % TMCS) so naredili po 
predhodnji encimski hidrolizi. Vzorcu urina so dodali natrijev acetat (pufer pH 4,66), 0,1 
M askorbinsko kislino in β-glukoronidazo/sulfatazo ter raztopino pustili 18 h pri 37 oC. 
Hidroliziran vzorec urina so nato razredčili s fosfatnim pufrom (pH 2,4). Trdi preostanek 
so raztopili z derivatizacijsko raztopino. Vse skupaj so segrevali 60 min pri 60 oC [11]. 
V naslednjem primeru so raziskovalci vzorec pripravili tako, da so v urin dodali 
standardne raztopine različnih beta blokerjev z različnimi koncetracijami (0,01–
1,0 g/mL) in timolol kot interni standard (0,1 µg/mL). pH vzorca so z dodatkom 5,0 M 
NaOH dvignili nad 12.  Vzorce so nato derivatizirali z N-EOC in TMS reakcijo. Dvofazno 
N-EOC reakcijo so izvedli z alikvotom urina z ECF (20 µL) in 1 mL diklorometana z 
vrtinčastim mešanjem (10 min) [12]. 
1.4 Urin kot analizni vzorec 
 
Urin je najpogosteje uporabljen biološki vzorec pri določanju zdravilnih učinkovin in 
njihovih metabolitov. Analiti se bodo izločili v urinu, potem ko se bodo v procesu 
metabolizma v jetrih presnovili iz lipofilnih v vodotopne molekule. Prednosti urina kot 
vzorca so zadostne količine vzorca, višje koncentracije analitov kot v krvi, dobro 
raziskane instrumentalne tehnike in možnost uporabe hitrih testov z urinskimi lističi. V 
Tabeli 2 so navedene terapevtske koncentracije posameznih beta blokerjev v krvi oziroma 
plazmi, v urinu naj bi koncentracije teh analitov bile višje [27]. Slovenska antidoping 
organizacija navaja, da so beta blokerji prepovedani v določenih športnih panogah, zato 
preverja prisotnost beta blokerjev v urinu športnikov [28]. 
1.5 Alternativne analizne metode za β-blokerje 
 
Najpogosteje uporabljena analizna metoda za analizo beta blokerjev je plinska 
kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo. Kot alternativni metodi za določanje 
beta blokerjev sta v literaturi omenjeni tekočinska kromatografija, sklopljena z UV ali 




fluorescenčnim detektorjem ali z masnim spektrometrom, in imunski testi ELISA [29, 
30]. 
V zadnjih letih v ospredje prihaja sklopitev tekočinske kromatografije z masno 
spektrometrijo, ker v tem primeru analita ni potrebno derivatizirati. Najnovejše analizne 
metode uporabljajo UPLC-MS/MS (ultra performance liquid chromatography tandem 
mass spectrometry) za večjo pretočnost in krajše analize [29]. 
ELISA je primerna kot hitra pregledovalna metoda, ki pa zaradi slabe selektivnosti in 
občutljivosti ne omogoča zanesljive kvantitativne analize. LC-MS pa se je izkazala kot 
tehnika z najnižjo mejo zaznave [30]. 
 
  




2 Namen dela 
Z GC-MS analizno tehniko želim kvalitativno in kvantitativno določati različne beta 
blokerje. Razviti želim ustrezno metodo, kjer bi kot vzorec uporabil urin, ekstrakcija bi 
potekala na trdno fazo, brez derivatizacije analitov. Takšen način je hitrejši, vendar me 
zanima, ali lahko s tako metodo dosežem enako dobre analizne parametre kot pri metodi 
z derivatiziranimi beta blokerji. Predpostavljam, da bodo beta blokerji pri visokih 
temperaturah slabše obstojni. Pri plinski kromatografiji bo najverjetneje prišlo do 
nastanka aduktov. Pozornost bo tako usmerjena na zaznavo in določanje beta blokerjev 
in njihovih morebitnih aduktov. 
 
  













3 Materiali in metode 
3.1 Standardi 
 
 Atenolol (≥98 % , Sigma-Aldrich, ZDA, CAS: 29122-68-7, Lot: BCBW9038) 
 Bisoprolol (≥98 %, Sigma-Aldrich, ZDA, CAS: 66722-44-9) 
 Propranolol hidroklorid (≥99 % Sigma-Aldrich, ZDA, CAS: 318-98-9, Lot: 
LRAA9104) 
 Labetalol hidroklorid ((≥98 %, Sigma-Aldrich, ZDA, CAS: 32780-64-6, Lot: 
LRAA9129) 
3.2 Kemikalije in reagenti 
 
 acetonitril CH3CN (Fischer Scientific, VB, CAS: 75-05-8), 
 metanol CH3OH (J.T. Baker, ZDA, CAS: 67-56-1), 
 heksan C6H14 (Honeywell, ZDA, CAS: 110-54-3), 
 MQ voda: Milli-Q sistem za čiščenje vode, Millipore, ZDA, 
 NaCl, p.a. (Merck, Nemčija, CAS: 7647-14-5) 
 raztopina amonijaka NH3(aq), p.a, (Sigma-Aldrich, Nemčija, CAS: 1336-21-6, Lot: 
SZBD3090V), 
 mravljična kislina HCOOH, p.a. (Honeywell, ZDA, CAS: 64-18-6). 
3.3 Ostali materiali 
 
 kromatografska kolona HP-5MS (Agilent Technologies, ZDA: 30 m; 0,25 mm; 
0,25 µm, PN: 19091S-433, SN: US7285121H) 
 kromatografska kolona DB-624 (Agilent Technologies, ZDA: 60 m; 0,32 mm; 1,8 
µm, PN: 123-1364, SN: USD301417H) 
 SPE ekstrakcijske kolone X-CW (100 mg/6 mL) in X-C (100 mg/3 mL): 
Phenomenex Strata, Nemčija. 
 SPE ekstrakcijske kolone LC-18 (100 mg/1 mL) in DSC-18 (500 mg/3 mL): 
Supelco, ZDA. 




 SPE ekstrakcijske kolone Oasis HLB (150 mg/6 mL): Waters, ZDA. 
 kromatografske steklene viale, 
 pH lističi (Acelit, Merck, Nemčija). 
 filter papir »modri trak«. 
3.4 Instrumenti in aparature 
 
 ultrazvočna kopel Sonis 4, Iskra pio d.o.o., Slovenija. 
 analizna tehtnica, Mettler Toledo, Švica. 
 avtomatske pipete Transferpette, Brand, Nemčija. 
 sistem za ekstrakcijo na trdno fazo: Visiprep™ 12-Port Vacuum Manifolds, 
 GC-MS sistem: 
o plinski kromatograf Thermo Scientific Focus GC, 
o masni spektrometer Thermo Scientific ISQ, 
o avtomatski vzorčevalnik Thermo Scientific TriPlus RSH, 
3.5 Programska oprema 
 
 GC-MS računalniški program Thermo Xcalibur 3.0.63 (Thermo Fischer Scientific 
Inc., ZDA), 
 knjižnica masnih spektrov NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library Version 2.0f 
(Standard Reference Data Program of the National Institute of Standards and 
Technology, ZDA), 
 ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, ZDA). 
3.6 Priprava raztopin 
 
Pred izvedbo preliminarnih analiz sem najprej preveril topnost tablet v heksanu, metanolu 
in acetonitrilu. Uporabil sem tablete, ki so vsebovale enega od sledečih beta blokerjev: 
atenolol, bisoprolol, karvedilol, metoprolol in propranolol. Ker so beta blokerji polarne 
spojine, so se po pričakovanju boljše raztopili v obeh polarnih topilih. Tableto sem 
raztopil v čaši in 10 mL izbranega topila. Za hitrejše raztapljanje sem čašo z raztopino 
postavil v ultrazvočno kopel, brez segrevanja. Po 15 min, ko se je tableta v celoti 




razpustila, sem raztopino prefiltriral v 25 mL bučko skozi filter papir »modri trak«. 
Sledilo je redčenje do oznake. Predpostavil sem, da so se analiti v celoti raztopili. Za 
preliminarne analize sem uporabil raztopine tablet v acetonitrilu, ki so vsebovale enega 
izmed beta blokerjev (Tabela 4). 
Tabela 4: Vsebnost beta blokerjev v tableti in koncentracija osnovnih raztopin v 25 mL 
bučkah. 





Ormidol Atenolol 100 4,0 
Concor Bisoprolol 2,5 0,1 
Coryol Karvedilol 25 1,0 
Bloxan Metoprolol 78,08 3,1 
Propranolol Propranolol 40 1,6 
 
Za umeritvene krivulje sem iz trdnih ali tekočih standardov pripravil standardne raztopine 
v koncentraciji 1 g/L v acetonitrilu. Atenolol in propranolol sem natehtal v primerni 
količini, bisoprolol sem porabil v celoti. 25 mg standarda bisoprolola je bilo v tekoči 
obliki, zato sem iz viale kvantitativno izpral celoten standard. 25 mg standarda sem izpral 
v 25 mL bučko. Za metoprolol nisem imel na razpolago standarda, zato sem uporabil 
alikvot raztopine, ki je nastala po raztapljanju tablete. 
Pet končnih vzorcev sem pripravil z urinom. V bučko sem dodal alikvot osnovnih 
raztopin beta blokerjev v acetonitrilu in nato do oznake razredčil z urinom (Tabela 5). 







Vz. 1 15 0,4 
Vz. 2 20 0,15 
Vz. 3 20 0,2 
Vz. 4 20 0,2 
Vz. 5 20 0,2 
 
  




3.7 Končni pogoji za GC-MS metodo 
 
 Kolona: HP5-MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 µm), 
 Mobilna faza: plin He,  
 Pretok: 1 mL/min, 
 »Splitless« injiciranje, 
 Volumen injiciranja: 1 µL, 
 GC: 
o Temperatura injektorja: 270 oC 
o Začetna temperatura: 60 oC (čakanje 2 min) 
o Dvig temperature: 20 oC/min 
o Končna temperatura: 300 oC (čakanje 3 min) 
o Čas analize: 17 min 
 MS: 
o Tip ionziacije: EI, 70 eV 
o TIC območje m/z: 30–550 
o Opazovani ioni pri SIM m/z: 72 in 127 
o Zamik topila: 4 min 
o Temperatura ionskega izvora: 320 oC 
o Temperatura GC-MS vmesnika: 320 oC. 
3.8 Končni postopek SPE ekstrakcije 
 
Stacionarno fazo ekstrakcijske kolone (Strata, X-CW) sem kondicioniral z 1 mL MeOH 
in 1 mL MQ vode. Sledil je nanos standardne raztopine ali vzorca (20 mL vzorca). Elucijo 
analitov sem dosegel z 2 mL 5 % raztopine NH3(aq) v MeOH. V zadnjem koraku sem pod 
tokom dušika do suhega posušil raztopino eluenta. 
 1 mL MeOH, 
 1 mL MQ vode, 
 20 mL vzorca, 
 2 mL 5 % NH3(aq) v MeOH, 
 sušenje do suhega pod tokom dušika. 
 




4 Rezultati in razprava 
4.1 Preliminarne analize 
 
Raztopine analitov iz raztopljenih tablet v acetonitrilu v koncentraciji 50 mg/L sem 
uporabil za preliminarne analize. Ločeno sem injiciral raztopine atenolola, bisoprolola,  
karvedilola, metoprolola in propranolola. Na posameznem kromatogramu sem videl 
ločena vrhova za osnovno spojino in adukt pri vseh pripravljenih raztopinah, z izjemo 
karvedilola. Razlog za to sem pripisal slabi hlapnosti karvedilola, saj ima nizek parni tlak 
(Tabela 2). 
Adukte, ki ustrezajo pripadajočim osnovnim spojinam, sem kvalitativno določil z 
uporabo programa (Thermo Xcalibur 3.0.63) in s knjižico spektrov (NIST/EPA/NIH 
Mass Spectral Library Version 2.0f). V njej so adukti poimenovani na sledeč način: 
 Adukt metoprolola; »aduct of metoprolol (HCHO – H2O)« 
 Adukt propranolola; »aduct of propranolol (HCHO – H2O)« 
 Adukt bisoprolola; »aduct of bisoprolol (HCHO – H2O)« 
 Adukt atenolola; »aduct of atenolol (HCHO – H2O)« 
4.2 Razvoj GC-MS metode 
 
Analize so potekale na GC-MS inštrumentu. Kot nosilni plin je bil uporabljen He s 
pretokom 1 mL/min. V »splitless« načinu sem injiciral 1 µL raztopin. Pri preliminarnih 
analizah sem uporabil temperaturni program (Slika 7), ki sta ga Yilmaz in Arslan [10] 
uporabila za določevanje atenolola v urinu z GC-MS. Pomembno je to, da je bil atenolol 
derivatiziran z N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamidom (MTSFA) [10]. Pri nadaljnjih 
analizah sem uporabil temperaturni program od 60 do 300 °C, s hitrostjo 20 oC/min. Ker 
nisem derivatiziral analitov, sem se odločil za preprostejši temperaturni program. Kasneje 
se je pri kvalitativni analizi izkazal kot ustrezen (Poglavje 4.3).  





Slika 7: Temperaturni program, uporabljen pri preliminarnih analizah. 
Najkrajši retencijski čas ima metoprolol, najdaljšega pa atenolol. Vmes se eluirata še 
propranolol in bisoprolol. V istem vrstnem redu se eluirajo še adukti osnovnih spojin. 
Vrstni red eluiranja analitov se ujema s pričakovanji, ob upoštevanju parnega tlaka 
posameznih analitov (Tabela 2).  
Analize istih raztopin v acetonitrilu (atenolol, bisoprolol, metoprolol in propranolol v 
konc. 50 mg/L) sem izvedel še na drugi kromatografski koloni. Do zdaj sem uporabljal 
HP-5MS kolono, preizkusil pa sem še DB-624 kromatografsko kolono. Razlikujeta se v 
polarnosti SF in maksimalni temperaturni obremenitvi. Maksimalna temperaturna 
obremenitev HP-5MS kolone je 325 °C, DB-624 kolone pa 260 °C. Ko sem uporabljal 
kolono DB-624, ki ima polarnejšo SF, sem prilagodil še temperaturni program. Končno 
temperaturo sem izenačil s predpisano maksimalno temperaturo za to kolono. Na 
kromatogramu po analizi (s kolono DB-624) ni bilo vidnih vrhov za nobeno osnovno 
spojino ali adukt. Glavni razlog je najverjetneje prenizka temperatura. Pri analizi z 
uporabo HP-5MS kolone se je prvi analit (metoprolol) eluiral pri retencijskem času 12,27 
min in približno 260 °C, kar je na meji temperaturne zmogljivosti kromatografske kolone 
DB-624.  
Izbira preprostejšega temperaturnega programa na koloni HP-5MS se je izkazala kot 
uspešna, saj se hlapnost analitov razlikuje dovolj, da lahko uporabimo bolj strm 
temperaturni gradient. Ker se analiti eluirajo do 300 oC, sem zadrževanje pri končni 
temperaturi ustrezno skrajšal. Za uporabo MS inštrumenta je pomemben začetni zamik 
topila in visoki temperaturi ionskega izvora ter vmesnika GC-MS. Temperaturi sta višji, 
kot je končna temperatura kromatografske pečice, zato da ne pride do kondenziranja 
analita v ionskem izvoru, z zamikom topila pa zavarujemo občutljivost detektorja. 
Končni temperaturni program je prikazan na Sliki 8, retencijski časi kromatografskih 
vrhov pa v Tabeli 6. 





Slika 8: Končni temperaturni program. 




12,63 Osnovna spojina metoprolola 
13,03 Adukt metoprolola 
13,28 Osnovna spojina propranolola 
13,68 Adukt propranolola 
14,01 Osnovna spojina bisoprolola 
14,40 Adukt bisoprolola 
14,32 Osnovna spojina atenolola 
14,72 Adukt atenolola 
 
4.3 Kvalitativna analiza s standardi 
 
Pri kvalitativni analizi sem pripravil raztopine standardov v acetonitrilu. Uporabil sem 
atenolol, bisoprolol, propranolol in na novo še labetalol. Tako kot pri karvedilolu, tudi pri 
labetalolu ni bilo vidnih vrhov v kromatogramu 50 mg/L raztopine zaradi slabe hlapnosti. 
Za nadaljnjo analizo sem uporabil štiri beta blokerje, in sicer atenolol, bisoprolol, 
metoprolol in propranolol.  
Ustreznost temperaturnega programa sem preveril s pripravo raztopine v koncentraciji 
50 mg/L, v katero sem dodal vse štiri analite. Retencijski časi vrhov posameznih analitov 
se niso prekrivali, s čimer sem potrdil izbiro temperaturnega programa (Tabela 6). Na 
Sliki 9 vidimo kromatogram raztopine, ki vsebuje atenolol, bisoprolol, metoprolol in 
propranolol v koncentraciji 50 mg/L. 





Slika 9: Kromatogram štirih osnovnih spojin beta blokerjev in njihovih aduktov 
(raztopina 50 mg/L v acetonitrilu). 
4.4 Umeritvene krivulje 
 
Ustreznost metode in linearnost odzivov sem preveril z raztopinami, pripravljenimi v 
acetonitrilu v koncentracijah 5, 10, 15, 20 in 25 mg/L. MS analiza je bila izvedena v TIC 
in SIM načinu. Za umeritveno krivuljo sem opravil tri analize vsake raztopine (Slike 
1015). Pri računanju sem upošteval točne koncentracije in povprečje ploščin 
kromatografskega vrha. V Tabeli 7 in Tabeli 8 so zbrani parametri umeritvenih krivulj 
beta blokerjev v acetonitrilu v TIC in SIM načinu. Umeritveno krivuljo sem pripravil tako 
za adukte kot tudi za osnovne spojine. Linearnost odziva je ustrezala v celotnem območju 
koncentracij. Naknadno sem preveril še nižje koncentracijsko območje, s pripravo 2,5 
mg/L raztopine. Pri raztopinah s to koncentracijo na kromatogramu ni bilo opaznih vrhov. 
Umertivene krivulje za atenolol in njegov adukt nisem pripravil, saj je atenolol imel slab 
odziv že pri koncentracij 15 mg/L, pri kateri je bil slabo viden vrh za adukt, vrh za 
osnovno spojino pa ni bil zaznan. 
  





Slika 10: Umeritvena krivulja za metoprolol (v ACN) v TIC načinu. 
 
 


































































Slika 12: Umeritvena krivulja za bisoprolol (v ACN) v TIC načinu. 
Tabela 7: Parametri umeritvenih krivulj beta blokerjev v acetonitrilu v TIC načinu.  
β-bloker Enačba premice R2 
Osnovna spojina  
metoprolola 
y = 3107x – 1108  0,9931 
Adukt metoprolola y = 3106x – 23168 0,9953 
Osnovna spojina  
propranolola 
y = 6107x – 2108 0,9930 
Adukt propranolola y = 7106x – 2107 0,9950 
Osnovna spojina  
bisoprolola 
y = 7107x – 3108 0,9905 





































Slika 13: Umeritvena krivulja za metoprolol (v ACN) v SIM načinu. 
 

































































Slika 15: Umeritvena krivulja za bisoprolol (v ACN) v SIM načinu. 
Tabela 8: Parametri umeritvenih krivulj beta blokerjev v acetonitrilu v SIM načinu. 
β-bloker Enačba premice R2 
Osnovna spojina  
metoprolola 
y = 1107x – 6107 0,9930 
Adukt metoprolola y = 240538x – 395856 0,9905 
Osnovna spojina  
propranolola 
y = 3107x – 1108 0,9900 
Adukt 
propranolola 
y = 1106x – 4106 0,9901 
Osnovna spojina  
bisoprolola 
y = 3107x – 2108 0,9901 
Adukt bisoprolola y = 990302x – 5106 0,9922 
 
4.5 TIC in SIM način 
 
V kromatogramih, posnetih v TIC načinu, se vrhovi spojin v raztopini s koncentracijo 
5 mg/L niso videli. Z uporabo programske funkcije »mass range« in nastavitvama dveh 
različnih območji m/z ionskega signala, eno območje za signale osnovnih spojin in drugo 
za signale aduktov se je izboljšalo razmerje signal/šum, posledično so bili vidni vrhovi 
vseh beta blokerjev. Izbral sem najvišji skupen m/z signal. »Mass range« območje je 



































Pri analizi v SIM načinu sem uporabil enake m/z signale kot pri programskem 
pregledovanju masnega območja: signal 72 m/z za osnovne spojine (Slika 16) in 127 m/z 
za adukte.  
 
Slika 16: Kromatogram beta blokerjev v SIM (72 m/z) načinu. 
Ko sem razvil primerno metodo z GC-MS inštrumentom, sem pričel razvijati 
ekstrakcijsko metodo za analite iz vodnega medija. 
  




4.6 Optimizacija ekstrakcije na trdno fazo 
 
Za SPE ekstrakcijo analitov sem pripravil vodno raztopino bisoprolola, metoprolola in 
propranolola v koncentraciji 2 mg/L. Prve ekstrakcije so potekale na kolonah Supelco 
LC-18 (1 mL, 100 mg). Pri ekstrakciji sem uporabil 5 mL raztopine beta blokerjev v MQ 
vodi s koncentracijo 2 mg/L. Kolono sem kondicioniral z 1 mL metanola in 1 mL MQ 
vode. Sledila je raztopina in spiranje z 1 mL MQ vode. Analite sem eluiral v dve epruveti, 
zato sem za elucijo uporabil dvakrat po 2 mL elucijske raztopine metanol:mravljična 
kislina v razmerju 9:1. Pri prvi ekstrakciji sem uporabil dva odmerka topila, ker nisem 
vedel, koliko topila bo potrebno za elucijo. Eluat sem pod tokom dušika posušil do suhega 
in ga nato raztopil v 1 mL acetonitrila. Pomeni, da bi ob popolni ekstrakciji prišlo do 5-
kratnega predkoncentriranja. 
Po GC-MS analizi sem ugotovil, da so se analiti v celoti eluirali že s prvim odmerkom, 
zato sem pri naslednjih ekstrakcijah za elucijo uporabljal po 2 mL elucijske raztopine. 
Ker je ekstrakcijska kolona nepolarna, sem moral analit vezati v nepolarni obliki. Glede 
na pKa vrednosti (Tabela 2) sem pH raztopine z dodatkom 0,1 M NaOH dvignil na 8. 
Večji pH bi raztopil silikagel stacionarne faze SPE kolone. pH sem preverjal s pH lističi. 
Pri naslednjih ekstrakcijah sem k raztopini beta blokerjev dodal NaCl, zaradi spremembe 
ionske moči. Natrijevi in kloridni ioni imajo večjo afiniteto do vode kot analiti, kar 
pomeni, da manj molekul vode obdaja beta blokerje. Analiti se zato raje vežejo na 
nepolarno stacionarno fazo SPE kolone. Pri ekstrakciji na koloni LC-18 sem NaCl dodal 
v dveh različnih koncentracijah, in sicer 1 in 10 g/L (Graf 1). SPE ekstrakcije brez 
spremembe pH, z dodatkom 0,1 M NaOH in dodatkom NaCl (5 g/L) sem ponovil še na 
koloni DSC-18 (3 mL, 500 mg) (Graf 2).  





Graf 1: Prikaz izkoristkov SPE ekstrakcije pod različnimi pogoji na koloni LC-18. 
 
Graf 2: Prikaz izkoristkov SPE ekstrakcije pod različnimi pogoji na koloni DSC-18. 
S kolono OASIS HLB (6 mL, 150 mg) sem izvedel samo ekstrakcijo brez spremembe 
pH. Ponovno sem kolono prekondicioniral z 1 mL metanola in 1 mL MQ vode. Sledil je 
vzorec in spiranje z 1 mL MQ vode. Elucijo sem izvedel z 1 mL metanola. Posušen eluat 
sem raztopil z 1 mL acetonitrila. Ker na kromatogramu ekstrakta ni bilo vidnih vrhov, 



































































































































































































Vse preizkušene kolone so delovale na podlagi nepolarnih ali - interakcij. V 
nadaljevanju sem uporabil še kolone, ki delujejo kot kationski izmenjevalci. Strata kolone 
z oznako X-C (3 mL, 100 mg)  vsebujejo močni kationski izmenjevalec (strong cation 
exchanger), kolone z oznako X-CW (6 mL, 100 mg) pa šibki kationski izmenjevalec 
(weak cation exchanger). X-C kolono sem kondicioniral z 1 mL metanola in 1 mL 
nakisane MQ vode (pH okoli 5,5), nato sem dodal 5 mL nakisanega (ena kapljica 0,1 M 
HCOOH) vzorca s koncentracijo 2 mg/L. Sledilo je izpiranje z  0,5 mL MQ vode in 2 mL 
elucijske raztopine metanol:mravljična kislina v razmerju 9:1. Na koncu sem eluat do 
suhega posušil pod tokom dušika in ga raztopil v acetonitrilu (Graf 3). 
 
Graf 3: Prikaz izkoristkov SPE ekstrakcije na koloni X-C. 
Kolono X-CW sem uporabil na dva načina, ki sta se razlikovala samo pri vrsti elucijske 
raztopine. Kolono sem kondicioniral z 1 mL metanola in 1 mL MQ vode, nato sem dodal 
5 mL vzorca s koncentracijo 2 mg/L. Sledilo je spiranje z 1 mL MQ vode. V prvem 
postopku sem za elucijo uporabil 2 mL 5 % raztopine HCOOH v metanolu, v drugem pa 
2 mL 5 % raztopine NH3 v metanolu. Eluat sem v obeh primerih posušil pod tokom dušika 
in ga nato raztopil v acetonitrilu. Na kromatogramu raztopine, ki je bila eluirana z 5 % 
HCOOH v metanolu, nisem opazil iskanih vrhov. Elucija je uspešno potekla z uporabo 






















Graf 4: Prikaz izkoristkov SPE ekstrakcije na koloni X-CW, elucija z 5 % NH3 v 
metanolu. 
Kot najustreznejši postopek SPE ekstrakcije za beta blokerje brez derivatizacije se je 
izkazala X-CW kolona z uporabo 5 % NH3 v metanolu kot elucijske raztopine. Za to 
kolono sem se odločil na podlagi primerjave izkoristkov SPE ekstrakcij z različnimi 
kolonami. Hkrati je tudi predpriprava vzorca enostavnejša, ker ni potrebe po dodatku 
NaCl (izsoljevanje) ali po spremembi pH. Beta blokerji so v vodni raztopini s pH 6,5 
(določen s pH lističi) v protonirani obliki, ker je pH za več kot dve enoti nižji, kot je 
njihov pKa (Tabela 2). Zato pri obeh kationskih izmenjevalnih SPE kolonah nisem 
spreminjal pH vodne raztopine pred ekstrakcijo. 
 V primerjavo sem dodal izkoristke SPE ekstrakcije na kolonah LC-18 pri dodatku  10 g/L 
NaCl, DSC-18 pri nevtralnih pogojih,  X-C z dodatkom 0,1 M HCOOH  in X-CW z 





















Graf 5: Primerjava izkoristkov SPE ekstrakcije na različnih kolonah. 
Pri testiranju kolon sem za ekstrakcijo vedno uporabil 5 mL raztopine beta blokerjev s 
koncentracijo 2 mg/L. V nadaljevanju sem želel preveriti, kakšen volumen raztopine 
lahko še spustim skozi kolono, da ne pride do spremembe izkoristka ekstrakcije – prebojni 
volumen. Povečeval sem volumen prečrpane raztopine, vendar sem hkrati ohranjal 
množino analita v raztopini. Tako sem preveril, če se izkoristek poslabša ob povečanju 
prečrpanega volumna skozi kolono in ali pride do sočasnega spiranja analita. 
Skozi SPE kolono sem prečpral 10, 15 in 20 mL vodne raztopine analitov, pri čemer ni 
prišlo do bistvenega poslabšanja izkoristka (Graf 6) glede na ekstrakcije, pri katerih sem 



















Graf 6: Primerjava izkoristkov SPE ekstrakcije na koloni X-CW pri različnem 
uporabljenem volumnu vodne raztopine. 
Upošteval sem, da bo kot vzorec uporabljen urin, zato sem volumen na zgornji meji 






















4.7 Prenos metode na vzorce urina 
 
Preden sem se lotil priprave petih urinskih vzorcev z različno koncentracijo, sem najprej 
pripravil nove umeritvene krivulje. Ponovno sem ločeno preračunaval za osnovne spojine 
in adukte analitov, in hkrati še glede na TIC in SIM način snemanja. 
Zanimal me je vpliv matrice na izkoristek ekstrakcije. Skozi ekstrakcijsko kolono sem 
prečrpal urin, kolono sem pripravil kot pri optimiziranem postopku ekstrakcije. Eluat 
urina sem razdelil na pet delov in dodal primerno količino standardne raztopine analitov, 
tako da je po sušenju do suhega in dodatku topila acetonitrila koncentracija analitov v 
ekstraktu ustrezala koncentracijam 5, 10, 15, 20 in 25 mg/L. Za skupno pet raztopin z 
različno koncentracijo sem skozi kolono prečrpal 100 mL urina. Posebej sem pripravil 
umeritvene krivulje v TIC (Slike 17–19) in SIM načinu (Slike 20–22). Parametri 
umeritvenih krivulj so podani v Tabeli 9 in 10. 
 



































Slika 18: Umeritvena krivulja za propranolol (v urinskem ekstraktu) v TIC načinu. 
 


































































Tabela 9: Parametri umeritvenih krivulj beta blokerjev v urinskem ekstraktu v TIC 
načinu. 
β-bloker Enačba premice R2 
Osnovna spojina  
metoprolola 
y = 1107x – 6107 0,9984 
Adukt metoprolola y = 1106x + 3106 0,9903 
Osnovna spojina  
propranolola 
y = 1107x – 5107 0,9860 
Adukt 
propranolola 
y = 3106x – 9106 0,9913 
Osnovna spojina  
bisoprolola 
y = 2107x – 
71077E+07 
0,9906 








































Slika 21: Umeritvena krivulja za propranolol (v urinskem ekstraktu) v SIM načinu. 
 
 
































































Tabela 10: Parametri umeritvenih krivulj beta blokerjev v urinskem ekstraktu v SIM 
načinu. 
β-bloker Enačba premice R2 
Osnovna spojina  
metoprolola 
y = 6106x – 3107 0,9925 
Adukt metoprolola y = 73551x + 120427 0,9915 
Osnovna spojina  
propranolola 
y = 7106x – 2107 0,9885 
Adukt 
propranolola 
y = 361617x – 1106 0,9905 
Osnovna spojina  
bisoprolola 
y = 1107x – 4107 0,9912 
Adukt bisoprolola y = 81248x – 227003 0,9914 
 
Tri končne raztopine sem pripravil z urinom. V bučko sem dodal alikvot osnovnih 
raztopin beta blokerjev v acetonitrilu in nato do oznake razredčil z urinom (Tabela 5). 
Postopek ekstrakcije sem izvedel s pripravljenimi matričnimi raztopinami v 
koncentracijah 0,15; 0,2 in 0,4 mg/L. Ekstrakte sem nato analiziral z GC-MS tehniko in 
primerjal izkoristke, izračunane iz umeritvenih krivulj analitov v acetonitrilu z izkoristki, 
izračunanimi iz umeritvenih krivulj analitov v urinskem ekstraktu (Poglavje 4.9). 
Ekstrakte sem analiziral v TIC in SIM načinu. Ločeno sem primerjal rezultate za adukte 
in osnovne spojine. 
Ponovljivost ekstrakcije sem preveril tako, da sem z isto kolono ekstrakcijo izvedel 
trikrat. Preizkus stabilnosti SPE kolone sem opravil z 20 mL raztopine vzorca s 
koncentracijo 0,2 mg/L. Na eni koloni sem izvedel tri ponovitve ekstrakcije. Da bi 
izboljšal ponovljivost, sem uporabil isto raztopino. S tem sem omejil število 
spremenljivk, ki lahko vplivajo na končni rezultat. Izkoristki se niso bistveno spremenili, 
kar pomeni, da lahko eno SPE kolono uporabimo za tri ekstrakcije brez vpliva na rezultat 
analize (Tabela 11). 

















Metoprolol 85,8 84,4 85,4 85,2 0,6 1,0 
Propranolol 87,1 84,2 89,3 86,9 2,1 2,0 
Bisoprolol 73,9 58,8 59,7 64,1 6,9 11,0 





Tudi ekstrakcija matrične raztopine s koncentracijo 0,15 mg/L se je izkazala kot uspešna. 
Uporabil sem 20 mL vzorca in dosegel 80-kratno skoncentriranje, končna teoretična 
koncentracija je tako bila 12 mg/L. Ekstrakcijo sem ponovil samo enkrat. Izkoristek za 
metoprolol je bil 80,8 %, za propranolol 101,5 % in za bisoprolol 56,7 %. Izkoristki 
ekstrakcije 0,15 mg/L raztopine vzorca odstopajo od povprečja izkoristkov ekstrakcije 
0,2 mg/L raztopine vzorca (Tabela 11). Pri tej koncentraciji se s povprečjem ujema samo 
izkoristek ekstrakcije metoprolola. 
4.8 Primerjava TIC in SIM  
 
Pri TIC načinu brez uporabe programske funkcije »mass range« z izbiro masnega 
območja ne vidimo vrhov beta blokerjev pri raztopinah standarda v acetonitrilu s 
koncentracijo 5 mg/L. Pri analizi urinskih vzorcev pa so vrhovi bili težje vidni že pri 
koncentraciji 15 mg/L. Pri primerjavi dveh kromatogramov isith raztopin (Sliki 23 in 24), 
opazimo, da so vrhovi analitov brez uporabe programske funkcije slabše vidni oziroma 
se prekrivajo z bližnjimi vrhovi (Slika 23). Integracija vrhov v tem primeru ne bi bila 
ustrezna, hkrati bi bila meja zaznave takšne analize višja. Z uporabo programske funkcije 
»mass range«, lahko izboljšamo razmerje signal/šum in tako dobimo ustrezno obliko 
vrhov za integracijo. Takšen kromatogram je lahko primerljiv s kromatogramom v SIM 
načinu (Slika 24). 





Slika 23: Kromatogram 15 mg/L raztopine beta blokerjev v urinskem ekstraktu (TIC 
način, brez uporabe »mass range«). 
 
Slika 24: Kromatogram 15 mg/L raztopine beta blokerjev v urinskem ekstraktu (TIC 
način, z uporabo »mass range«). 
Glavna prednost snemanja v načinu SIM (Slika 16), je v nižji meji zaznave analita, slabost 
pa, da v masnem spektru vidimo samo vrh za ione v izbranem področju. Takšen masni 
spekter ni primeren za iskanje po knjižnici spektrov in identifikacijo analita. Ker iskanje 
vključuje samo eno m/z, je to seveda premalo za potrditev ujemanja. Odlična je 
kombinacija obeh načinov, kjer najprej izvedemo kvalitativno analizo s TIC načinom, s 




tem se prepričamo, da vrh v kromatogramu pri danem retencijskem času res priprada 
analitu. Nato na istih vzorcih izvedemo kvantitativno analizo v SIM načinu.  
Ali pa kromatograme posnamemo samo v TIC načinu in s primerno programsko opremo 
izboljšamo razmerje signal/šum, ko je to potrebno (Slika 23). Tako dobimo kromatogram, 
primerljiv s tistim v SIM načinu.  S tem se izgonemu dvojni analizi vzorca. To pride do 
izraza npr. pri analizi vzorcev urina, ki z matrico zakriva vrhove analita. 
 
  




4.9 Primerjava ustreznosti uporabe umeritvenih krivulj 
 
S primerjavo ustreznosti uporabe umeritvenih krivulj sem želel preveriti, ali pride do 
odstopanja rezultatov, če umeritvena krivulja ni pripravljena z ustreznim medijem. 
Ploščino vrhov analitov pri treh urinskih vzorcih z različno koncentracijo (0,15; 0,2 in 0,4 
mg/L), sem uporabil za izračun izkoristka ekstrakcije. Izkoristke sem izračunal glede na 
dve skupini umeritvenih krivulj. V prvi skupini so umeritvene krivulje, pripravljene iz 
standardov, raztopljenih samo v acetonitrilu (Osnovna spojina (ACN) in Adukt (ACN)), 
v drugi skupini pa so raztopine, pripravljene iz urinskega ekstrakta (Osnovna spojina 
(urin) in Adukt (urin)).  
V spodnjih Tabelah 12 in 13 je primerjava rezultatov izkoristkov za urinske vzorce, 
izračunanih iz enačbe krivulj za standarde, raztopljene v acetonitrilu in tistih v urinu. 
Povprečni izkoristek zajema rezultate vseh urinskih vzorcev. 
Tabela 12: Izkoristki ekstrakcije v TIC načinu. 
 Osnovna spojina (ACN) Osnovna spojina (urin) 
 Povp. izk. [%] 
Std. 
odkl.[%] 




Metoprolol 37,8 1,5 4,0 85,0 2,4 2,8 
Propranolol 32,7 3,3 10,1 90,1 6,0 6,7 
Bisoprolol 40,3 2,4 6,0 59,4 8,3 14,0 
 Adukt (ACN) Adukt (urin) 
 
Povp. izk. [%] 
Std. 
odkl.[%] 




Metoprolol 26,5 12,8 48,3 58,0 36,7 63,3 
Propranolol 33,9 4,9 14,5 53,2 8,4 15,8 
Bisoprolol 47,0 11,0 23,4 52,8 14,2 26,9 
 
  




Tabela 13: Izkoristki ekstrakcije v SIM načinu. 
 Osnovna spojina (ACN) Osnovna spojina (urin) 
 Povp. izk. [%] 
Std. 
odkl.[%] 




Metoprolol 59,7 5,3 8,9 64,0 5,2 8,1 
Propranolol 30,7 4,3 14,0 50,6 10,4 20,6 
Bisoprolol 56,3 5,5 9,8 55,5 5,1 9,2 
 Adukt (ACN) Adukt (urin) 
 
Povp. izk. [%] 
Std. 
odkl.[%] 




Metoprolol 29,1 5,8 19,9 45,6 15,2 33,3 
Propranolol 36,8 7,6 20,7 43,1 13,3 30,9 
Bisoprolol 41,1 6,5 15,8 84,3 24,0 28,5 
 
Vpliv načina kalibracije (ustreznost umeritvene krivulje) je opazen. Pri primerjavi ploščin 
vrhov analitov iz treh matričnih raztopin opazim, da so izkoristki ekstrakcij večji (Tabeli 
12 in 13), ko za izračun uporabim umeritvene krivulje, pripravljene z urinskim 
ekstraktom. Priporočljvo je, da je umeritvena premica pripravljena na enak način, kot 
poteka kasnejša obdelava vzorca. S tem zagotovimo primerljivo ozadje in bo do razlike 
pri analizi prišlo samo zaradi analita. V zgornjem primeru vidimo, da sem z uporabo 
umeritvene krivulje z urinskim ekstraktom dobil višje izkoristke istih raztopin. 
Najverjetneje je to zaradi matrice vzorca. Če primerjamo raztopino analita v urinu z 
raztopino, ki vsebuje analit in topilo (acetonitril), pride do očitne razlike pri analizi zaradi 
interferenc, ki so prisotne v urinu. Pri SPE ekstrakcijskem postopku se nisem znebil vseh 
interferenc, ki so nato pri GC-MS analizi raztopine vplivale na končni rezultat. 
Največji izkoristki ekstrakcije so pri osnovnih spojinah (urin) v TIC načinu. Povprečni 
izkoristek treh raztopin z različno koncentracijo beta blokerjev za metoprolol znaša 
(85,0 ± 2,4) %, za propranolol (90,1 ± 6,0) % in (59,4 ± 8,3) % za bisoprolol. Prav tako 
so izkoristki večji pri osnovnih spojinah kot pri aduktih. Do bistvenega odstopanja pride 
pri aduktu bisoprolola v urinskem ekstraktu, povprečni izkoristek znaša (84,3 ± 24,0) %, 
vendar ima rezultat velik standardni odklon v primerjavi z aduktom bisoprolola v 
acetonitrilu (41,1 ± 6,5) %. Pri SIM načinu je dobro ujemanje izkoristkov tako 
metoprolola, kot tudi bisoprolola med osnovno spojino v acetonitrilu in osnovno spojino 
v urinskem ekstraktu.  










V sklopu magistrskega dela sem uspešno razvil metodo za določevanje beta blokerjev z 
GC-MS analizno tehniko.  Pokazal sem, da lahko nekatere beta blokerje določimo brez 
derivatizacije. Metoda je primerna za osnovne spojine in za adukte, ki nastanejo ob 
ionizaciji. 
Za preliminarne analize sem pripravil raztopine ( = 50 mg/L) tablet v acetonitrilu, ki so 
vsebovale enega od sledečih beta blokerjev: atenolol, bisoprolol, karvedilol, metoprolol 
in propranolol. Analize so potekale na GC-MS inštrumentu, s helijem kot nosilnim 
plinom, pri pretoku 1 mL/min. V »splitless« načinu sem injiciral 1 µL raztopine. Pri 
analizi sem pri končni metodi uporabil HP-5MS kromatografsko kolono (30 m, 0,25 mm 
in 0,25 µm). Pri preliminarnih analizah sem ločeno injiciral posamezne raztopine beta 
blokerjev, da sem ugotovil, kateri analiti se bodo uspešno eluirali. Rezultati preliminarnih 
analiz so pokazali, da je kromatografska metoda primerna za atenolol, bisoprolol, 
metoprolol, propranolol in njihove adukte. Do elucije karvedilola najverjetneje ni prišlo 
zaradi slabe hlapnosti analita.  
Pri kvalitativni analizi sem pripravil raztopine standardov v acetonitrilu. Uporabil sem 
atenolol, propranolol in na novo še labetalol. Tako kot pri karvedilolu, tudi pri labetalolu 
ni bilo vidnih vrhov v kromatogramu 50 mg/L raztopine zaradi slabe hlapnosti. 
Kromatografska metoda se je izkazala kot primerna tudi v naslednjem koraku, ko sem 
pripravil 50 mg/L raztopino, ki je vsebovala atenolol, bisoprolol, metoprolol in 
propranolol. Vrhovi osnovnih spojin in njihovih aduktov so bili uspešno ločeni. 
Umeritvene krivulje v območju od 5 do 25 mg/L sem pripravil za bisoprolol, propranolol, 
metoprolol in njihove adukte. Analizo atenolola sem opustil zaradi slabega odziva pri 
koncentraciji 15 mg/L, pri kateri je bil slabo viden vrh za adukt, vrh za osnovno spojino 
pa ni bil zaznan. Kromatograme sem posnel v TIC in SIM načinu. Pri analizi v SIM 
načinu sem uporabil signal 72 m/z za osnovne spojine in 127 m/z za adukte. 
Za SPE ekstrakcijo analitov sem pripravil vodno raztopino bisoprolola, metoprolola in 
propranolola v koncentraciji 2 mg/L. Primerjal sem ekstrakcije vodnih raztopin na 
kolonah LC-18, DSC-18, OASIS HLB in na dveh kationsko-izmenjevalnih kolonah,XC 
in X-CW. Prav tako sem primerjal ekstrakcijo iste raztopine pod različnimi pogoji. 
Spreminjal sem pH in z dodatkom NaCl vplival na ionsko moč. Na podlagi izkoristka 
ekstrakcij sem se odločil za uporabo kationsko-izmenjevalne kolone X-CW. Preveril sem, 




da pri uporabi 20 mL vzorca ne pride do poslabšanja izkoristka ekstrakcije. Pri končnem 
postopku SPE ekstrakcije sem kolono kondicioniral z 1 mL MeOH in 1 mL MQ vode. 
Nato sem dodal 20 mL vzorca  in analite spral z 2 mL 5 % NH3(aq) v MeOH. Sledilo je 
sušenje do suhega pod tokom dušika. 
Preden sem metodo preizkusil na treh vzorcih urina z različno koncentracijo, sem najprej 
pripravil nove umeritvene krivulje. Tokrat sem eluatu urina dodal primerno količino 
raztopine standarda, tako da je po sušenju do suhega in dodatku topila acetonitrila 
koncentracija analitov v ekstraktu ustrazala koncentracijam 5, 10, 15, 20 in 25 mg/L.  
Umeritvene krivulje sem ponovno ločeno izračunal za osnovne spojine in adukte analitov 
ter hkrati še glede na TIC in SIM način snemanja. Pri pripravi treh končnih raztopin sem 
kot topilo uporabil urin. Raztopine v koncentracijah 0,15; 0,2 in 0,4 mg/L sem dobil z 
dodatkom alikvota osnovnih raztopin beta blokerjev. Ekstrakcijo sem izvedel po 
končnem postopku SPE ekstrakcije. Ekstrakte sem nato analiziral z GC-MS tehniko in 
primerjal izkoristke, izračunane iz umeritvenih krivulj analitov v acetonitrilu z izkoristki, 
izračunanimi iz umeritvenih krivulj analitov v urinskem ekstraktu. Ponovljivost 
ekstrakcije sem preveril tako, da sem z isto kolono ekstrakcijo izvedel trikrat. Preizkus 
stabilnosti SPE kolone sem opravil z 20 mL raztopine vzorca s koncentracijo 0,2 mg/L. 
Dokazal sem, da je pomembna ustreznost umeritvene krivulje oziroma način kalibracije. 
Izračunani izkoristki ekstrakcij urinskih raztopin so bili večji, ko sem za izračun uporabil 
umeritvene krivulje, pripravljene z urinskim ekstraktom. Največji izkoristki so tako bili 
pri osnovnih spojinah v TIC načinu snemanja, in sicer: (85,0 ± 2,4) %, za metoprolol, za 
propranolol (90,1 ± 6,0) % in (59,4 ± 8,3) % za bisoprolol. Prav tako so bili izkoristki 
večji pri osnovnih spojinah kot pri aduktih. SIM način je boljši predvsem pri analizi 
raztopin urina, ker omogoča nižjo mejo zaznave, vrhovi analitov v kromatogramu so bolj 
ostri in se ne prekrivajo s sosednjimi. Končna metoda priprave vzorca omogoča zaznavo 
analita v koncentraciji 0,2 mg/L, z 80-kratnim koncentriranjem. 
V prihodnosti bi mogoče lahko izvedel primerjavo med GC-MS in LC-MS tehniko za 
določevanje beta blokerjev. Zanima me, če bi lahko s slednjo znižal mejo zaznave in 
uspešno določil še druge beta blokerje, ki za GC-MS tehniko niso dovolj hlapni. 
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